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Atualmente, o vírus da imunodeficiência humana (HIV) continua a ser um problema de 
saúde pública que, apesar de constantes avanços terapêuticos, ainda afeta muitos indivíduos 
devido às comorbilidades associadas. Uma das comorbilidades que beneficiou com as novas 
terapêuticas foi o AIDS dementia complex (ADC, demência associado à SIDA) que passou a 
existir numa forma menos grave, designada por minor cognitive motor disorder (MCMD). No 
entanto, esta síndrome continua a afetar física, psicológica e socialmente muitos indivíduos 
infetados. 
As maiores dificuldades em compreender as comorbilidades em que ocorre degeneração 
neuronal associada ao HIV prendem-se com o pouco conhecimento existente em relação ao 
modo como o vírus entra no parênquima cerebral e como infeta as células do Sistema Nervoso 
Central (SNC). Os principais alvos do vírus no SNC parecem ser os macrófagos 
perivasculares e as células de micróglia, seguido dos astrócitos, não se conhecendo ainda 
com muito detalhe os mecanismos implicados na sua infeção. Alguns estudos indicam 
também que estas células podem ser consideradas reservatórios virais por permitirem a 
integração do genoma viral no genoma celular e, em estadios mais avançados da infeção, 
permitirem a propagação da mesma dentro do SNC. 
Com a realização deste projeto pretendíamos esclarecer quais seriam as melhores 
condições para que ocorresse a propagação do vírus nas principais células-alvo do SNC, bem 
como perceber se estas poderiam funcionar como reservatórios virais. Para isso, fomos 
verificar como se processava a disseminação da infeção das células do sangue (linfócitos T 
CD4+ e macrófagos) para as células do SNC (micróglia e astrócitos), tendo esta ocorrido 
quando as co-culturas permitiram um contato célula-célula mas também quando existia uma 
barreira física a separar as células-dadoras das células-alvo. No entanto, não ocorreu 
disseminação da infeção quando as células do SNC foram infetadas em cis pela estirpe HIV-
1UCFL1032. 
Nas culturas em que não detetámos replicação viral, averiguámos se teria ocorrido 
integração do genoma viral para compreender se estaríamos perante reservatórios virais, 
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The human immunodeficiency virus (HIV) remains a public health problem that despite 
constant therapeutic advances, still affects many individuals due to associated comorbidities. 
One of the comorbidities that benefited from the new therapies was AIDS dementia complex 
(ADC), that became less severe in a form called minor cognitive motor disorder (MCMD). 
However, this syndrome continues to affect many infected individuals either socially, physically 
or psychologically. 
The greatest difficulty in understanding HIV-associated neuronal degeneration is due to the 
lack of knowledge about how the virus enters the brain parenchyma and how it infects central 
nervous system (CNS) cells. The main targets in the CNS appear to be perivascular 
macrophages and microglia cells, followed by astrocytes, but the mechanisms involved in its 
infection are not yet fully known. Some studies also indicate that these cells can be considered 
viral reservoirs because they allow the integration of the viral genome into the cellular genome 
and, in later stages of infection, allow its spread within the CNS. 
Our main goal was to clarify what would be the best conditions for the virus to spread into 
CNS cells, as well as to understand if they could function as viral reservoirs. To this end, we 
looked at how the spread of blood cell infection (CD4 + T lymphocytes and macrophages) to 
the CNS cells (microglia and astrocytes) was processed. It occurred when the co-culture 
allowed cell-to-cell contact and when there was a physical barrier separating donor cells from 
target cells. However, infection did not spread when CNS cells were cis-infected by the HIV-
1UCFL1032 strain. 
In cultures where we did not detect viral replication, we investigated whether viral genome 
integration would have occurred to understand if we were facing viral reservoirs. We obtained 
positive results for microglia cells but not for astrocytes. 
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°C  grau Celsius 
3TC lamivudina 
ADC demência associada à SIDA, do inglês AIDS dementia complex 
ALP fosfatase alcalina, do inglês alkaline phosphatase 
APC  célula apresentadora de antigénio, do inglês antigen presenting cell 
AZT azitomidina 
BHE barreira hematoencefálica 
BrdUTP  5-bromo-2’-desoxiuridina 5’-trifosfato 
CA  proteína da cápside, do inglês capsid protein 
cART terapêutica antirretroviral combinada, do inglês Combination Antiretroviral 
Therapy 
CCR5  recetor de β-quimiocinas da classe CC, do inglês CC chemokine receptor 5 
cDNA  DNA complementar, do inglês complementary DNA 
CMSP  células mononucleadas do sangue periférico 
CO2  dióxido de carbono 
CXCR4  recetor de β-quimiocinas da classe CXC, do inglês CXC chemokine receptor 4 
ddC zalcitabina, do inglês dideoxycytidine 
ddl didanosina 
DNA ácido desoxirribonucleico, do inglês deoxyribonucleic acid 
env   gene codificante das glicoproteínas do invólucro do HIV, do inglês envelope 
FDA do inglês Food and Drugs Administration 
gag  gene codificante das proteínas da estrutura interna do HIV, do inglês group 
specific antigen 
gp glicoproteína 
HAART terapêutica antirretroviral de alta eficácia, do inglês Highly Active Antiretroviral 
Therapy 
HIV  Vírus da Imunodeficiência Humana, do inglês Human Immunodeficiency Virus 
HTLV-III Vírus T-linfotrópico Humano Tipo III, do inglês Human T-lymphotropic Vírus 
IL-1 interleucina 1, do inglês interleukin 1 
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IL-2 interleucina 2, do inglês interleukin 2 
IN integrase 
INI inibidor da integrase, do inglês integrase inhibitor 
LAV Vírus Associado a Linfadenopatias, do inglês Lymphadenopathy-Associated 
Vírus 
LTR  repetições terminais longas, do inglês Long Terminal Repeat 
MA proteína da matriz, do inglês matrix protein 
MCMD do inglês Minor Cognitive Motor Disorder 
mg miligrama  
MHC complexo major de histocompatibilidade, do inglês major histocompatibility 
complex 
mL mililitro  
mM milimolar 
mRNA RNA mensageiro, do inglês messenger RNA 
NC proteína da nucleocápside, do inglês nucleocapsid protein 
nef gene acessório do HIV, do inglês negative factor 
ng nanograma  
nm nanómetro 
NNRTI inibidor da transcriptase reversa análogo de não nucleósidos, do inglês Non-
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor 
NRTI inibidor da transcriptase reversa análogo de nucleósidos, do inglês Nucleoside 
Reverse Transcriptase Inhibitor 
PBS tampão fosfato salino, do inglês phosphate buffered saline 
PCR reação em cadeia da polimerase, do inglês Polymerase Chain Reaction 
Pen/Strep penicilina/estreptomicina 
PHA fitohemaglutinina, do inglês phytohaemagglutinin  
PI inibidor da protease, do inglês protease inhibitor 
pol gene codificante das proteínas de natureza enzimática do HIV, do inglês 
polymerase 
PR protease 
rev gene regulador do HIV, do inglês regulator of expression of viral proteins 
RNA ácido ribonucleico, do inglês ribonucleic acid 
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RNaseH ribonuclease H 
RT transcriptase reversa, do inglês reverse transcriptase 
SBF soro bovino fetal 
SIDA Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 
SIV vírus da imunodeficiência símia, do inglês Simian Immunodeficiency Virus 
SNC sistema nervoso central 
SU glicoproteína de superfície, do inglês surface protein 
tat gene regulador do HIV, do inglês transactivator of gene expression 
TCR complexo recetor das células T, do inglês T complex receptor  
TM proteína transmembranar, do inglês transmembrane protein 
UI unidade internacional 
UK Reino Unido, do inglês United Kingdom 
USA Estados Unidos da América, do inglês United States of America 
vif gene acessório do HIV, do inglês viral infectivity factor 
vpr gene acessório do HIV, do inglês viral protein R 
vpu gene acessório do HIV-1, do inglês viral protein U 
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1. Introdução 
1.1. Vírus da imunodeficiência humana  
 
As primeiras descrições da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) foram feitas 
em 1981 nos Estados Unidos da América, com o aumento do número de homens 
homossexuais, jovens e saudáveis, a registar a presença de infeções oportunistas e doenças 
raras (1,2). Seguiram-se relatos semelhantes, com o aparecimento de imunodeficiências 
acentuadas em outros grupos, nomeadamente pessoas heterossexuais, com historial de uso 
de drogas injetáveis, recentemente sujeitas a transfusões sanguíneas ou doentes hemofílicos 
(3,4).  
O isolamento do vírus que causa a SIDA foi conseguido em 1983 e 1984 por dois grupos 
de trabalho diferentes. A equipa de Luc Montaigner atribui o nome de Human T-lymphotropic 
Virus Type III (HTLV-III) (5) e a equipa de Robert Gallo denominou o vírus de 
Lymphadenopathy Associated Virus (LAV) (6). Em 1986, um comité internacional recomendou 
a alteração do termo para para Human Immunodeficiency Virus (HIV) (7). Nesse mesmo ano 
foi identificado um segundo agente etiológico, também retrovírus, com características 
semelhantes ao HIV-1, denominado HIV-2 (8).  
Alguns anos após a descoberta deste vírus, foram iniciados esforços para se encontrar 
uma terapêutica que permitisse um melhor controlo do vírus, sendo em 1987 aprovado pela 
Food and Drugs Administration (FDA) o uso de azitomidina (AZT), mais tarde designada por 
zidovudina (ZDV), para controlo da infeção avançada em doentes com HIV (9). No entanto, 
esta terapêutica tinha vários efeitos secundários e o seu benefício não tinha uma duração 
adequada às necessidades destes doentes. Pouco tempo depois foram aprovados mais três 
inibidores  Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NRTIs, inibidores da transcriptase 
reversa análogos de nucleósidos), a zalcitabina (ddC), a didanosina (ddl) e a estavudina (d4T). 
Estes fármacos também apresentavam alguma toxicidade e após várias tentativas de uso dos 
mesmos sequencialmente, percebeu-se que poderia ser mais eficaz se fossem utilizados em 
combinação (9). O uso dos fármacos em combinação começou após a descoberta da 
lamivudina (3TC), que foi combinada com algum sucesso com a ZDV e a d4T, embora sem 
resultados que permitissem um controlo eficaz e duradouro. Assim, depois da Conferência 
sobre a SIDA em Vancouver em 1996, foi introduzido um esquema terapêutico que consistia 
na administração de três antirretrovirais em sinergia, designado por Combination Antiretroviral 
Therapy (cART, Terapêutica Antirretroviral Combinada). A descoberta de novas classes como 
os Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors (NNRTIs, inibidores da transcriptase 
reversa análogos de não nucleósidos) e os Protease Inhibitors (PI, inibidores da protease) 
vieram permitir o uso de várias classes em combinação com o objetivo de um melhor controlo 
da doença (9,10). 
Ao longo dos anos, foram sendo descobertas novas classes terapêuticas como os 
Entry/Attachment Inhibitors (inibidores de entrada/fusão) e os Integrase Inhibitors (INIs, 
inibidores da integrase) que permitiram aperfeiçoar as terapêuticas já existentes e promover 
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o HIV a uma doença crónica. Atualmente, a terapêutica adotada na maioria dos casos é 
designada por Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART, terapêutica antirretroviral de alta 
eficácia) e consiste no uso de dois NRTIs em associação com um NNITR, um inibidor da 
integrase, um inibidor da protease ou um inibidor de fusão (11).  
Apesar do HIV-1 e o HIV-2 serem morfologicamente indistinguíveis apresentam algumas 
diferenças ao nível da estrutura do genoma e da antigenicidade das proteínas virais, o que 
parece ser responsável pelo maior período de latência do HIV-2 bem como, taxas mais baixas 
de progressão e transmissão da doença e valores de carga viral mais baixos (12,13). Assim, 
é possível perceber que o HIV-1, por ser mais virulento e infecioso, provoca o maior número 
de infeções a nível mundial, quando comparado com o HIV-2 que se encontra mais 
circunscrito à África Ocidental e aos países que apresentam maior ligação com essa área 
geográfica (14,15). Os indivíduos infetados com esta estirpe menos virulenta são muitas vezes 
doentes que mantêm baixos níveis de replicação viral apesar de não estarem sujeitos a 
nenhuma terapêutica antirretroviral. Podem ser considerados Long-Term Non Progressors se 
mantiverem baixos níveis de carga viral e uma contagem de linfócitos TCD4+ elevada há mais 
de 10 anos sem terem recebido tratamento, ou então serem considerados Elite Controllers, 
em que a carga viral se encontra em níveis indetetáveis, ou Virus Controllers em que existem 
baixos valores de carga viral (16). 
 
1.1.2. Organização Estrutural 
 
O HIV é um retrovírus da família Retroviridae, pertencente ao género Lentivirus, de 
morfologia esférica com 100–120nm de diâmetro. Possui um invólucro constituído por uma 
bicamada fosfolipídica com origem na membrana celular do hospedeiro que apresenta à 
superfície glicoproteínas virais. A glicoproteína de superfície (SU), gp120/gp105, consoante 
seja HIV-1 ou HIV-2, que é responsável pelo reconhecimento dos recetores celulares está 
ancorada ao invólucro pela glicoproteína transmembranar (TM), gp41/gp36, sendo estas 
responsáveis pela mediação do processo de fusão do involucro do vírus com a membrana 
citoplasmática (12). 
A cápside viral, na forma de cone truncado, é constituída pela proteína da cápside, 
(p24/p26/CA). Esta está envolta na matriz viral, constituída pela proteína da matriz (p17/MA), 
que mantém a integridade estrutural do virião. Dentro da cápside encontram-se duas 
moléculas de RNA viral protegidas pela nucleocápside (NC), a protease (PR) viral, a 
transcriptase reversa (RT), a integrase (IN), as proteínas reguladoras Tat, Rev  e as proteínas 
acessórias Nef, Vif, Vpr e Vpu/Vpx (17). (Figura 1) 
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Figura 1 - Representação esquemática da estrutura do HIV-1. Encontra-se indicada a posição das principais 
proteínas virais, da bicamada fosfolipídica e do RNA genómico. (adaptado de Freed, E. O., 2001)  
 
1.1.3. Organização Genómica 
 
O genoma do HIV é constituído por duas moléculas de RNA idênticas, de cadeia simples, 
com cerca de 9 kb. Apresenta 2 regiões terminais não codificantes com cerca de 600 
nucleótidos, designadas por repetições terminais longas (LTR), com a estrutura U3RU5. 
Nestas regiões LTR estão localizados promotores importantes que asseguram a transcrição 
do DNA proviral (18).  
O RNA viral contém nove genes que, depois de traduzidos, originam quinze proteínas 
diferentes (18). Existem três genes responsáveis pela estrutura do virião: o gene gag, o gene 
pol e o gene env, que dão origem aos constituintes virais após clivagem. O gene gag dá 
origem às proteínas MA, CA (p24/p26) e NC (p7); o gene pol dá origem às enzimas virais: RT, 
PR e IN; e o gene env dá origem às proteínas presentes no invólucro viral, a gp120/gp105 e 
a gp41/gp36, consoante a estirpe seja de HIV-1 ou HIV-2, respetivamente (19). Existem ainda 
genes que codificam para proteínas reguladoras, sendo elas designadas por Tat e Rev, e para 
proteínas acessórias como a Nef, Vpr, Vif e Vpu, no HIV-1, ou Vpx, no HIV-2 (17). (Figura 2) 
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Figura 2 - Representação esquemática do genoma de HIV-1 e HIV-2. Estão identificadas as nove regiões 
codificantes, as extremidades LTR e as principais proteínas codificadas. 
 
Nas tabelas seguintes, apresenta-se uma breve descrição das proteínas do HIV e das suas 
funções. 
 
Tabela 1 – Principais funções das proteínas estruturais, reguladoras e acessórias do HIV. (12,20) 
Proteínas estruturais Funções 
MA 
Formação da camada interna da membrana viral. Mantém a 
integridade do virião. 
CA Constituinte da cápside viral. 
NC Formação do complexo nucleoproteína-RNA dentro do virião. 
PR 
Clivagem das poliproteínas Gag e Gag-Pol, originando as 
proteínas Gag e Pol maduras. Torna o vírus uma partícula 
infeciosa. 
RT Transcrição do RNA viral em DNA proviral. 
IN Integração do DNA proviral no DNA genómico do hospedeiro. 
SU Ligação do vírus à membrana da célula hospedeira. 
TM 
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Proteínas reguladoras Funções 
Tat 
Ativação e elongação do produto de transcrição. 
Proteína precoce e presente no núcleo. 
Rev 
Processamento e transporte dos mRNA, passagem da fase 
precoce para a fase tardia na expressão genética do HIV. 
Proteína precoce e presente no núcleo. 
 
Proteínas acessórias Funções 
Nef 
Degradação do CD4, apoptose, estimulação dos linfócitos T, 
diminuição do Complexo Principal de Histocompatibilidade I 
(MHC I), aumento da infecciosidade do vírus. 
Proteína precoce e presente no citoplasma e no virião. 
Vif 
Eficiência da retrotranscrição, formação e maturação da 
partícula viral e inibição da proteína celular antiviral 
APOBEC3G. 
Proteína tardia e presente no citoplasma e no virião. 
Vpr 
Importação do Complexo de Pré-Integração (PIC) para o 
núcleo e bloqueio do ciclo celular na fase G2. Proteína tardia 
e presente no citoplasma e no virião. 
Vpu/Vpx 
Degradação do CD4 e aumento da eficiência na libertação de 
viriões. 
Proteínas tardias e presentes no aparelho de Golgi e retículo 
endoplasmático (RE). 
 
1.1.4. Ciclo Replicativo 
 
Existem essencialmente duas fases no ciclo replicativo do HIV: a fase inicial e a fase tardia. 
A fase inicial começa com a ligação do vírus à membrana da célula hospedeira, através da 
interação da glicoproteína de superfície (gp120/gp105) com o recetor CD4+ que sofre uma 
alteração conformacional permitindo a ligação do vírus a um segundo recetor designado por 
correcetor. Os recetores das quimiocinas CCR5 e CXCR4 estão descritos como sendo os 
correcetores mais utilizados, sendo que esta ligação é extremamente importante para que a 
infeção da célula hospedeira ocorra (21,22).  
Consoante o correcetor a que se ligam preferencialmente, os vírus podem ser classificados 
como tendo tropismo para CCR5, tropismo para CXCR4 ou tropismo duplo (utilização dos dois 
coreceptores em simultâneo). Esta ligação ao correcetor induz uma alteração conformacional 
da glicoproteína transmembranar (gp41/gp36) que permite a fusão da partícula viral com a 
célula hospedeira, com entrada da nucleocápside do vírus na célula (17,23). Após entrada na 
célula hospedeira, a nucleocápside é destruída por ação de enzimas celulares 
(descapsidação), expondo as duas cópias de RNA do HIV, bem como as enzimas virais, 
nomeadamente a transcriptase reversa, a integrase e a protease (24). 
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De seguida, dá-se início à retrotranscrição do vírus, que consiste na transcrição do RNA 
viral numa cadeia híbrida de RNA/DNA complementar (cDNA), sendo este processo mediado 
pela transcriptase reversa. A RT é também responsável pela degradação da porção de RNA 
da cadeia híbrida através da ação da RNaseH, sintetizando de seguida outra cadeia de DNA 
tendo como molde o cDNA sintetizado anteriormente (24). Esta enzima tem um elevado erro 
de transcrição associado que provoca o aparecimento de mutações no DNA sintetizado, 
originando uma elevada variabilidade genética, sendo esta uma característica que permite ao 
HIV escapar à resposta imunitária do hospedeiro (25). O produto resultante da retrotranscrição 
é uma dupla cadeia de DNA que será transportada para o núcleo para ser integrada no 
genoma da célula hospedeira. O transporte desta dupla cadeia para o núcleo é um processo 
ainda pouco conhecido, existindo várias teorias sobre como se processa (23,26). 
Já no núcleo, a integração do genoma viral no genoma do hospedeiro é dirigida pelas 
sequências das regiões LTR e catalisada pela integrase viral. O DNA viral integrado (provírus) 
torna-se, assim, parte integrante do genoma da célula hospedeira que, deste modo, adquire 
a capacidade de produzir novos viriões (18). 
A produção de partículas virais dá início à fase tardia do ciclo de vida do HIV com o início 
da transcrição do provírus pela RNA Polimerase II celular através da ligação de fatores 
celulares a elementos promotores da região LTR do provírus. São produzidas as proteínas 
Tat, Rev e Nef e assim que se atinge um nível basal das mesmas, a proteína Tat aumenta 
significativamente a velocidade de transcrição da RNA Polimerase II, aumentando a produção 
de mRNA viral (17,27). Na ausência de Tat, as RNA polimerases não possuem uma elevada 
capacidade de elongação do mRNA, não sendo capazes de transcrever sequências maiores 
que algumas centenas de nucleotídeos e, por isso, esta proteína tem uma atividade muito 
importante na ativação e elongação da transcrição (28,29). 
A proteína Rev é responsável pelo processamento e transporte das três classes de RNAs, 
os mRNAs multiprocessados, os parcialmente processados e os não processados, para o 
citoplasma onde podem ser traduzidos pelos ribossomas da célula hospedeira ou podem ser 
diretamente incorporados em novas partículas virais (17,29,30). 
A tradução citoplasmática dos mRNAs virais origina as proteínas Vif, Vpr, Nef, além das 
poliproteínas Gag e Gag-Pol. Quando clivada, a poliproteína Gag (p55) dá origem à MA (p17), 
CA (p24), NC (p7) e a poliproteína Gag-Pol dá origem à PR, RT e IN. As proteínas do 
envelope, glicoproteína de superfície (gp120/gp105) e glicoproteína transmembranar 
(gp41/gp36), são obtidas pela clivagem da glicoproteína gp160 proveniente da transcrição do 
gene env, e são introduzidas na membrana plasmática da célula formando clusters (29).  
Um passo muito importante na montagem do material viral necessário para a formação de 
novas partículas virais é a diminuição da presença de recetores CD4+ na superfície da célula  
para que não exista interação entre os mesmos e as proteínas gp120/gp105 recém formadas, 
estando as proteínas Nef e Vpu envolvidas neste processo (12,17). A proteína Nef é também 
responsável por uma diminuição da expressão do complexo principal de histocompatibilidade 
(MHC) classe I e classe II, com consequente diminuição da resposta imunitária do indivíduo 
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à célula infetada. Por seu lado, a proteína Vpu ao degradar os recetores CD4 recém 
sintetizados que se encontravam associados com a glicoproteína precursora do envelope 
gp160, permite que esta seja transportada para a membrana celular (17,31).  
A poliproteína Gag (p55) vai permitir a reunião de todo o material viral necessário para a 
formação de novas partículas virais, nomeadamente as duas cadeias de RNA viral e as 
restantes proteínas e enzimas virais, junto à parte interna da membrana celular e a Vpu vai 
aumentar a libertação de viriões (32).  
A libertação dos viriões ocorre por um processo de gemulação que resulta na saída de uma 
partícula viral imatura da célula hospedeira. Para que a partícula viral se torne infeciosa é 
necessária a sua maturação, através da ação da protease sobre as poliproteínas Gag e Gag-
Pol dando origem às proteínas Gag e Pol maduras. Este processo implica uma forte 
reorganização das proteínas dentro da partícula viral com consequente formação da cápside 
cónica (17,33).  
 
 
Figura 3 - Ciclo replicativo do HIV.  1) Ligação entre a glicoproteína de superfície e o recetor CD4+, com posterior 
ligação ao correcetor (CCR5 ou CXCR4), permite a ancoragem do vírus à célula; 2) Fusão da membrana celular 
hospedeira com a membrana viral, entrando da partícula viral na célula; 3) Descapsidação da cápside viral, com 
exposição do RNA viral e das proteínas virais; 4) Inicio da retrotranscrição, com formação de DNA viral através da 
ação da RT no RNA viral; 5) Importação do DNA viral do citoplasma para o núcleo; 6) Integração do DNA viral no 
genoma do hospedeiro; 7) Transcrição do provírus pela RNA Polimerase II celular, originando mRNAs 
correspondentes ao genoma e às várias proteínas e genoma virais; 8) Exportação dos mRNAs recém transcritos 
do núcleo para o citoplasma; 9) Tradução dos mRNAs virais em proteínas virais; 10) Montagem ou reunião dos 
componentes virais; 11) Formação do virião; 12) Libertação do virião da célula hospedeira; 13) Maturação do virião 
através da ação da protease viral, originando um virião infecioso. (adaptado de Engelman, A. et al., 2012)  
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Existem dois modos pelos quais o HIV pode entrar numa célula: por infeção cis ou por 
infeção trans. A infeção cis consiste na entrada do vírus na célula, com a integração genoma 
viral no genoma celular, permitindo a formação de viriões infeciosos. Pelo contrário, a infeção 
trans consiste na endocitose do vírus por parte de células apresentadoras de antigénios 
(APC), que, após contacto célula-célula com linfócitos T CD4+ ou outras células suscetíveis 
à infeção pelo HIV, permitem a passagem das partículas virais originando infeção nas células 
com as quais contactaram, sendo esta uma infeção produtiva ou não (34). 
 
1.1.5. Infeção CD4+ - Independente 
 
Alguns estudos têm vindo a demonstrar que existem células que podem ser infetadas pelo 
HIV sem que este utilize o recetor CD4+, como é o caso dos fibroblastos, das células epiteliais, 
renais, hepáticas e nervosas, e de células TCD8+ (35,36). Nestes casos, pensa-se que exista 
uma exposição dos locais de ligação da glicoproteína de superfície ao correcetor sem que 
exista uma ligação prévia ao recetor CD4+, permitindo a entrada do vírus na célula (37,38). 
Este mecanismo de infeção alternativo permite explicar a presença de partículas virais em 
células que, à partida, não seriam infetadas pelo HIV, como é o caso dos astrócitos, 
oligodendrócitos e neurónios que não expressam o recetor CD4, e dos macrófagos e células 
da microglia que tem baixos níveis deste mesmo recetor (39). As alterações causadas nestas 
células pela presença do vírus podem ser responsáveis pelo aparecimento de patologias 
associadas ao HIV no hospedeiro, como são exemplo as doenças neurodegenerativas, o 
cancro e as nefropatias associadas ao HIV (40). 
 
1.1.6. Células Envolvidas na Patogénese do HIV 
 
A entrada do HIV nas células depende, geralmente, de uma primeira ligação a um recetor 
celular específico, o recetor CD4, e a um coreceptor, o CCR5 e o CXCR4. Estes coreceptores 
estão descritos como os mais importantes para a patogénese da infeção pelo HIV existindo, 
no entanto, outros recetores com um papel relevante na entrada do vírus na célula. Estes 
recetores podem ser encontrados na superfície de várias células, entre elas, os linfócitos T 
CD4+, os monócitos, as células dendríticas e células do sistema nervoso (41,42). É cada vez 
mais importante compreender a suscetibilidade destas células à infeção pelo HIV, dada a 
possibilidade de se tornarem reservatórios virais e das alterações funcionais que possam 
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1.1.7. Células Sanguíneas 
 
1.1.7.1. Linfócitos T CD4+ 
 
Os linfócitos T CD4+ ou linfócitos T auxiliares, são uma parte importante da resposta imune 
adquirida, uma vez que participam no reconhecimento de antigénios proteicos apresentados 
por moléculas de MHC de classe II, presentes à superfície de APCs. Pensa-se que o recetor 
CD4 possa influenciar o complexo formado entre MHC II/antigénio e o recetor das células T 
(TCR), favorecendo a transdução de sinal que leva a ativação dos linfócitos T (43,44). A 
ativação dos linfócitos T CD4+ leva à libertação de citocinas, permitindo a ativação de outras 
células como macrófagos, linfócitos T CD8+ e linfócitos B (43). 
A ativação dos linfócitos T CD4+ resulta da interação do MHC classe II, presente à 
superfície das APCs, com os seus recetores. O recetor CD4 funciona como correcetor, 
potenciando a interação dos recetores com o MHC da APC. Devido ao tropismo do HIV para 
os recetores destas células, estes tornam-se suscetíveis à infeção que leva a uma depleção 
dos linfócitos T CD4+ devido à sua morte por apoptose (causa direta da infeção) e à morte 
devido à resposta imune do hospedeiro. Isto leva a uma deficiência imunitária e uma maior 
suscetibilidade a infeções oportunistas (45). 
Tendo os linfócitos T CD4+ um papel tão importante na ativação da resposta imune e, dado 
que uma das características da imunodeficiência da infeção pelo HIV, é a diminuição da 
contagem de T CD4+, o indivíduo infetado e não tratado torna-se mais suscetível a doenças 




Os monócitos e macrófagos, em conjunto com outras células do sistema imunitário, são 
responsáveis pela eliminação de potenciais agentes infeciosos do indivíduo. Estas células são 
diferentes entre si, uma vez que expressam diferentes recetores membranares à superfície, 
produzem diferentes citocinas como resposta a estímulos imunitários e têm diferente 
suscetibilidade à infeção pelo HIV (47). Os monócitos são células imunes que circulam na 
corrente sanguínea e que são responsáveis pela manutenção de uma quantidade adequada 
de macrófagos nos tecidos devido à sua capacidade de sair da corrente sanguínea para os 
tecidos e se diferenciarem em macrófagos (48). Por sua vez, os macrófagos encontram-se 
nos tecidos e lá exercem as suas funções de célula efetora do sistema imunitário (48). 
Tanto os monócitos como os macrófagos desempenham um papel importante na 
imunidade inata e adquirida, por serem co ativadores de células B e T ao serem 
apresentadores de antigénios e por secretarem citocinas pró-inflamatórias, mas também por 
terem funções de fagocitose de microrganismos como bactérias, fungos e parasitas (47).  
Estas células são passíveis de ser infetados in vivo, mas sabe-se que os macrófagos são 
as células mais suscetíveis à infeção. No entanto, ambos expressam o recetor CD4+, bem 
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como os correcetores necessários à entrada do vírus, sendo o CCR5 o correcetor mais 
utilizado para infetar estas células. Dada a sua função imunitária importante é de esperar que, 
quando estas células são infetadas pelo HIV, esta função fique comprometida, permitindo o 
aparecimento de infeções oportunistas, e, por serem resistentes aos efeitos citopáticos do 
HIV, são capazes de disseminar a infeção aos tecidos sem serem detetados (47,49). Tendo 
em conta esta capacidade de passarem barreiras sem serem detetados como células 
infetadas, os monócitos são capazes de passar a barreira hematoencefálica (BHE) e 
diferenciar-se em macrófagos dando início à neuroinvasão pelo HIV, contribuindo para o 
aparecimento de doenças neurodegenerativas associadas ao HIV através da produção de 
citocinas pró inflamatórias e outras neurotoxinas (47,50). 
 
1.1.7.3. Células Dendríticas 
 
As células dendríticas são as células apresentadoras de antigénios mais conhecidas e são 
muito importantes na imunidade do indivíduo, por serem uma ponte entre a imunidade inata 
e a imunidade adquirida, ao serem capazes de fagocitar e processar microrganimos, ativando 
outras células do sistema imunitário como os linfócitos T (51). (52)  
Tal como os monócitos e os macrófagos, também as células dendríticas apresentam à 
superfície o recetor CD4+ e os dois correcetores necessários para a entrada do vírus na 
célula, embora em baixas quantidades (53). Quando comparado com a infeção em linfócitos 
T CD4+, estas células apresentam uma menor produtividade de viriões infeciosos, que se 
acredita que esteja relacionada com a baixa expressão dos recetores e correcetores à 
superfície, mas também uma capacidade de degradar o vírus após a sua internalização (54–
56). Outro fator que pode limitar a produtividade da infeção de HIV nestas células é a 
expressão de fatores que bloqueiam a replicação viral, como é o caso da proteína 
antirretroviral APOBE3G, que se pensa ser um mecanismo importante da imunidade inata 
contra as infeções de retrovírus (54,57). 
Quando são infetadas pelo HIV, para além de verem as suas funções limitadas pela 
presença do vírus, as células dendríticas adquirem uma capacidade migratória aumentada 
para os tecidos linfáticos mas não expressam à sua superfície os marcadores que iniciariam 
uma resposta imunitária adequada (51). Assim, acredita-se que as células dendríticas possam 
funcionar como um reservatório viral que permite uma exposição do vírus durante mais tempo 
aos linfócitos T, perpetuando a infeção (54,58). 
 
1.1.8. Infeção do SNC 
 
Há muito tempo que se reconhece a existência de uma síndrome clínica caracterizada por 
um comprometimento gradual das capacidades físicas e psicológicas de indivíduos infetados 
pelo HIV, especialmente quando já infetados há algum tempo (59). Esta síndrome foi 
denominada por AIDS dementia complex (ADC, demência associado à SIDA), apresentando 
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sintomas ao nível das funções motoras, cognitivas e comportamentais. Ao nível motor, os 
indivíduos apresentam perda de equilíbrio e lentidão nos movimentos. Em termos 
comportamentais, os indivíduos podem desenvolver perturbações do humor, apatia e 
dificuldades de socialização. Ao nível cognitivo, começam a surgir défices de atenção e 
memória (59,60).  
O uso cada vez mais universal da terapêutica antirretroviral pelos portadores do vírus, 
permitiu a diminuição da carga viral até limites indetetáveis e a diminuição de infeções 
oportunistas, mas também melhorou os sintomas associados à infeção no SNC (60). Contudo, 
mesmo em casos em que se registou uma diminuição da carga viral no sangue periférico que 
permitiu atingir uma cronicidade da infeção pelo HIV, foi possível perceber que a degeneração 
neuronal continua a ser um problema para muitos portadores do vírus, existindo atualmente 
uma forma de demência associada ao HIV menos grave, designada por minor cognitive motor 
disorder (MCMD), possivelmente devido à baixa penetração da terapêutica através da BHE 
(60–62). Estas doenças neurodegenerativas resultam de uma disfunção neuronal causada 
por fatores externos aos neurónios, uma vez que se acredita que estas células não são 
suscetíveis ao HIV, com consequências que podem ir de demência, a mielopatias mas 
também a neuropatias sensoriais (62,63). 
A capacidade de penetração da terapêutica antirretroviral é um aspeto importante a ter em 
conta, uma vez que, quando esta é baixa ou a terapêutica não atinge níveis suficientes para 
suprimir a replicação viral, os doentes continuam a apresentar sintomas e complicações 
neurológicas. Outro aspeto a ter em conta é que os macrófagos, ao contrário dos linfócitos T 
CD4+, são células mais resistentes aos efeitos dos antirretrovirais, especialmente quando se 
encontram no SNC (64). Na terapêutica antirretroviral atual, a sua capacidade de penetração 
através da BHE é variável, sendo que aumenta quando existe já um comprometimento da 
BHE. Sabe-se que a zidovudina é o fármaco que tem uma melhor penetração no SNC e que, 
no que diz respeito aos restantes NRTIs e NNRTIs estes apresentam apenas uma penetração 
parcial. Em relação aos inibidores de fusão e aos inibidores da integrase, ambas as classes 
apresentam uma baixa capacidade de penetrarem no parênquima cerebral (50,65). Tendo em 
conta estes dados, é importante que se invista na procura de novos agentes terapêuticos ou 
no melhoramento dos já existentes, de modo a aumentar a sua capacidade de penetração da 
BHE e a sua eficácia no SNC.  
Atualmente, acredita-se que a entrada do vírus no cérebro é feita na fase inicial da infeção, 
não se sabendo, no entanto, se permanece escondido/controlado pela resposta imune ou se 
é eliminado e volta a reentrar no SNC nas fases tardias da infeção (39). Alguns investigadores 
acreditam que o vírus vai entrando no SNC várias vezes ao longo da infeção e que existe uma 
compartimentalização do vírus no SNC, ou seja, a existência de partículas virais que 
apresentam diferenças genéticas quando comparadas com as partículas virais que se 
encontram na corrente sanguínea ou nos nódulos linfáticos do mesmo indivíduo (39,66). 
Foram realizados estudos genéticos e funcionais que permitissem perceber quais as 
consequências das diferenças entre as partículas virais provenientes do SNC e da corrente 
sanguínea/nódulos linfáticos, revelando uma menor dependência do recetor CD4+ para 
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entrada nas células por parte das partículas virais provenientes do SNC (67). Assim, acredita-
se que as partículas virais se tenham adaptado ao microambiente do parênquima cerebral e 
tenham passado a depender menos do recetor CD4+ para infetar células, visto que este é 
expresso em menor ou nenhuma quantidade nas células do SNC, como é o caso de 
macrófagos e microglia, e astrócitos, neurónios e oligodendrócitos, respetivamente (66).   
Existem alguns estudos que indicam que as células do SNC podem constituir um 
reservatório importante de partículas virais, explicando como é que o HIV pode permanecer 
escondido nas células cerebrais e iniciar uma maior replicação viral nas fases tardias da 
infeção (64). Nestes estudos, que utilizavam o Simian Immunodeficiency Virus (SIV, vírus da 
imunodeficiência símia) como modelo da infeção cerebral causada pelo HIV devido às suas 
semelhanças, foram usados macacos sob a terapêutica HAART e outros sem tratamento, e 
foi possível perceber que, apesar de existir uma diminuição da circulação de RNA viral na 
corrente sanguínea, foi possível detetar DNA viral nas células cerebrais dos macacos, 
indicando que existiriam reservatórios virais onde o vírus poderia permanecer em latência e, 
posteriormente, ser capaz de iniciar infeções produtivas mesmo quando os macacos se 
encontravam sob terapêutica HAART (64,68).  
A passagem da barreira hematoencefálica pode ocorrer por 3 vias (figura 4), sendo a teoria 
mais apoiada a do “Cavalo de Tróia”, que consiste na passagem de monócitos ou linfócitos T 
CD4+ infetados através da BHE, sem que seja detetada a presença do vírus no interior destas 
células, permitindo a infeção do SNC (39,69). Alguns estudos permitiram comprovar esta 
teoria, recorrendo à hibridação in situ e a análises imunohistoquímicas, permitindo perceber 
que existe uma acumulação viral nas regiões perivasculares da BHE (70). Existem também 
teorias que consideram que a entrada do HIV no SNC pode ocorrer por migração livre do vírus 
entre as células endoteliais da BHE ou por transcitose através das mesmas (39,71). 
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Figura 4 - Entrada do HIV no SNC. a) A teoria mais apoiada em relação à entrada do HIV no cérebro é a do 
Cavalo de Tróia (“Trojan Horse”), com a passagem do vírus dentro de a) macrófagos infetados e b) linfócitos T 
CD4+ infetados, sendo, no entanto, menos provável devido à semelhança dos vírus presentes no cérebro com os 
vírus existentes em monócitos/macrófagos; c) Outra hipótese de entrada do HIV no SNC é a migração direta do 
vírus por entre as células endoteliais cerebrais; d) Alguns autores acreditam também que possa ser possível uma 
passagem do HIV por transcitose para o parênquima cerebral; e) Os macrófagos perivasculares parecem ser os 
principais produtores de partículas virais no cérebro; f) As células de microglia que são infetadas posteriormente 
aos macrófagos perivasculares contribuem para a produção de partículas virais, bem como para alguns 
mecanismos de neuropatogénese; g) A fusão de células de microglia e macrófagos infetados resulta na ocorrência 
de células gigantes multinucleadas; h) Antes de morrerem, as células gigantes multinucleadas são capazes de 
contribuir para a produção de vírus no parênquima cerebral; i) Sabe-se que os astrócitos são células passíveis de 
serem infetadas pelo HIV mas esta infeção parece não ser capaz de originar a produção de vírus, sendo, por isso, 
considerada não produtiva, dando origem a reservatórios virais; j) e k) Tanto a infeção pelo HIV em oligodendrócitos 
como neurónios tem sido alvo de debate, uma vez que alguns autores foram capazes de detetar proteínas e RNA 
viral nestas células, enquanto outros não o conseguiram em condições semelhantes. Se estas células forem 
infetadas pelo HIV não são capazes de contribuir para a produção de partículas virais, tendo também sido 
consideradas como tendo uma infeção não produtiva, funcionando como reservatórios virais. (Adaptado de 
González-Scarano, Francisco; Martín-García, Julio, 2004.)  
 
De acordo com a teoria do Cavalo de Tróia, após entrada das células infetadas no 
parênquima cerebral, ocorre a diferenciação dos monócitos em macrófagos perivasculares 
que em conjunto com  os TCD4+ irão disseminar a infeção para o SNC. Além da infeção dos 
macrófagos perivasculares que já se encontram no parênquima cerebral, também as células 




As células de micróglia foram descritas por Rio-Hortega, em 1919, como a terceira 
população de células da glia, tendo origem e funções diferentes dos neurónios e da neuroglia  
(até então considerando apenas astrócitos e oligodendrócitos) (72). Atualmente, sabe-se que 
a micróglia consiste em fagócitos mononucleados que têm um papel imunitário muito 
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importante no Sistema Nervoso Central (SNC). Estas células são a primeira linha de defesa 
contra agentes patogénicos e quando ativadas são capazes de conferir proteção neuronal ou, 
em determinados casos, exacerbar doenças neurológicas pré-existentes (73). 
Sabe-se que as células de micróglia são as principais responsáveis pela manutenção de 
uma infeção produtiva no SNC e podem constituir um reservatório importante de partículas 
virais, mesmo quando os indivíduos se encontram sujeitos a terapêutica antirretroviral (66). 
Vários estudos foram mesmo capazes de detetar cópias de RNA viral no líquido 
cefalorraquidiano (LCR) em indivíduos que não apresentavam quaisquer sintomas de 
distúrbios neurocognitivos (74), sendo esses números ainda mais expressivos nos estudos 
que analisaram o LCR de indivíduos que já apresentavam alguns problemas neurocognitivos 
(75).  
A ativação das células de micróglia pode ocorrer por infeção direta pelo HIV, por interação 
com proteínas virais ou por estímulos imunitários vindos de células infetadas (69,76). Quando 
infetadas pelo HIV, as células de micróglia secretam citocinas (IL-1), quimiocinas ( e - 
quimiocinas), prostaglandinas, Fator de Necrose Tumoral  (TNF-), Fator de Ativação 
Plaquetário (PAF) e vários aminoácidos excitatórios que provocam neurotoxicidade, com 




Os astrócitos são as células mais abundantes no cérebro e são muito importantes na 
manutenção da homeostase cerebral, uma vez que são responsáveis pela regulação da 
concentração de iões, metabolitos e neurotransmissores (especialmente o glutamato), 
envolvem neurónios e vasos sanguíneos e fazem também parte da BHE (77). 
Ao contrário das células comummente infetadas pelo HIV, os astrócitos não expressam o 
recetor CD4 mas expressam os correcetores CCR5 e CXCR4 (69,78). Isto significa que a 
infeção dos astrócitos por HIV é feita de modo independente do recetor CD4 (77). Alguns 
estudos demonstraram que a infeção dos astrócitos é conseguida maioritariamente por 
contacto entre células infetadas e astrócitos não infetados (77,78). No entanto, após entrada 
do vírus nos astrócitos não se observa uma infeção produtiva mas sim um estado de latência 
do vírus, muitas vezes com integração do genoma viral (79). 
Verifica-se também um aumento da infeção de astrócitos por HIV em fases mais avançadas 
da infeção sistémica, possivelmente devido ao comprometimento da BHE ou à libertação de 
fatores inflamatórios por parte de outras células cerebrais (78). A ação destes fatores 
inflamatórios desregula também o mecanismo de homeostase cerebral pelo qual os astrócitos 
são responsáveis e provoca mecanismos de feedback positivo, levando a uma maior 
proliferação de células da microglia ou macrófagos perivasculares infetados. Esta sinergia 
acaba por favorecer o aparecimento ou o aumento da magnitude das doenças 
neurodegenerativas (69). 
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Os oligodendrócitos são as células gliais responsáveis pela formação e manutenção das 
bainhas de mielina que envolvem os axónios dos neurónios, sendo estas membranas lípido-
proteicas responsáveis pelo isolamento dos axónios, tendo como objetivo o aumento da 
velocidade de condução dos impulsos nervosos (39,80).  
A possibilidade da infeção pelo HIV em oligodendrócitos ainda é controversa, uma vez que 
estas células não apresentam o recetor CD4, mas têm presente o correcetor CXCR4 que 
também pode ser utilizado pelo HIV e acredita-se que seja através de uma infeção CD4-
independente que o vírus seja capaz de infetar estas células (81). Dois estudos realizados 
com o objetivo de compreender melhor se estas células seriam suscetíveis ao HIV foram 
capazes de detetar DNA viral através do uso de PCR in situ (82,83) e um outro estudo in vitro 
sugeriu que existe a possibilidade dos oligodendrócitos serem infetados por outras células do 
SNC mas não permitirem uma infeção produtiva (80). Esta infeção do tipo não produtivo, ou 
seja, uma infeção que não origina partículas virais que permitam a disseminação da infeção, 
parece indicar que estas células funcionem como um reservatório viral e que sejam 
importantes na neuropatogénese (39,71). 
Sabe-se que ocorrem alterações ao nível das bainhas de mielina mas ainda não se sabe 
se é a infeção direta pelo HIV que causa estas alterações ou se ocorrem devido à libertação 
de mediadores inflamatórios por parte de outras células do SNC (80,81). A perda de 
integridade das bainhas de mielina pode alterar as vias de sinalização entre estas células e 
neurónios e originar degeneração neuronal, dando origem a disfunções neurológicas 




Os neurónios são a principal unidade funcional do SNC e são responsáveis pela 
propagação de impulsos nervosos que originam as funções motoras e cognitivas (39). 
Tal como os oligodendrócitos, os neurónios não expressam o recetor CD4, mas 
apresentam à superfície outros recetores de quimiocinas que o HIV utiliza como correcetores. 
Contudo, pensa-se que estes recetores são importantes para a migração e desenvolvimento 
neuronal, bem como para as respostas neuronais de sobrevivência ou de apoptose, e não 
tanto como portas de entrada para o HIV (39).   
No entanto, a infeção destas células ainda é um tema pouco esclarecido, uma vez que 
ainda se acredita que a infeção destas células não ocorra in vivo, mas já foi possível detetar 
DNA e proteínas virais em estudos in vitro com neurónios (82,83). Foi também possível detetar 
infeções não produtivas em linhas primárias de neurónios (85) e em culturas com linhas 
celulares de neurónios (86,87). 
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Apesar da infeção direta ou indireta de neurónios ser ainda discutida entre os 
investigadores, é geralmente aceite a ocorrência de disfunções neuronais causadas, 
maioritariamente, devido à libertação de fatores pró-inflamatórios e neurotoxinas pelas outras 
células do SNC (79). Estas substâncias são capazes de provocar morte neuronal, com 
aumento da incidência de doenças neurodegenerativas, e desregulação da BHE, com a 
possibilidade de aumentar a entrada de mais partículas virais para o parênquima cerebral, 
exacerbando os problemas neurológicos (50,79).  
Devido ao papel fulcral das células presentes no SNC na imunidade e homeostase 
cerebral, é importante compreender o mecanismo patogénico entre o HIV e as células do 
SNC, tendo em vista novas oportunidades terapêuticas que permitam a diminuição da 
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Há muito tempo que se reconhece a existência de doenças neurológicas associadas ao 
HIV que fazem aumentar a morbilidade e a mortalidade da população infetada. No entanto, 
ainda não é claro como é que se pode travar o avanço dessas doenças, uma vez que a terapia 
antirretroviral ainda não é suficiente para impedir o aparecimento destas comorbilidades 
(61,63). Este projeto teve como objetivo proporcionar uma maior compreensão, de uma forma 
mais completa, dos mecanismos patogénicos associados às doenças neurodegenerativas 
que ocorrem em indivíduos infetados com HIV e o comportamento das células cerebrais como 
possíveis reservatórios virais.  
Um dos principais objetivos específicos deste projeto foi a melhor compreensão da infeção 
trans de células da microglia e astrócitos pelas células do sangue periférico, com diferentes 
estirpes primárias de HIV-1 e HIV-2. Um dos pontos principais que pretendemos compreender 
foi se seria necessário ou não um contacto célula-célula para que ocorresse infeção, e numa 
tentativa de simular o que acontece in vivo, testamos duas vertentes diferentes: 1) co-cultura 
de células, sem a presença de uma barreira física entre as células (mixed culture); e 2) co-
cultura de células, na presença de uma barreira física entre as células (transwell co-culture). 
Este estudo permite verificar se as diferentes populações celulares são igualmente infetadas 
pelas estirpes em estudo e em que condições isto acontece de forma mais eficaz (contacto 
célula-célula ou através de uma barreira física), e comparar a cinética de replicação. Nas 
células que não apresentaram infeção produtiva recorremos à técnica de nested-PCR para 
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As estirpes virais utilizadas foram o HIV-1UCFL1032 e o HIV-2UCFL2074, tendo sido escolhidas 
da Viroteca-Seroteca da Host-Pathogen Interaction Unit (HPIU) do iMed.ULisboa, como 
descrito anteriormente (88). A escolha das estirpes tomou em consideração alguns critérios 
como a capacidade de infetar macrófagos derivados de monócitos (MDM) e quais os 
correcetores usados pela estirpe para infetar as células (CCR5 ou CXCR4), apresentado na 
tabela 2. 
Tabela 2 - Dados relativos aos isolados primários de HIV-1 e HIV-2 utilizados. 
Isolado Fase Clínica Capacidade de infetar MDM Biotipo 
UCFL1032 ND + X4 




A linha celular de microglia (CHME-3) utilizada, cedida por Neuron-Glia in Health and 
Disease, Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa, foi obtida através da 
imortalização de uma cultura de células primárias de microglia fetal humana com um mutante 
do vírus símio 40 (SV40, poliomavírus). Foi mantida em cultura celular a 37ºC com 5% CO2, 
em meio DMEM suplementado com 10% Soro Bovino Fetal (SBF), 100 UI/ml 
Penicilina/Estreptomicina e 2 mM L-Glutamina (GE Hyclone, UK). 
A linha celular de astrócitos, SGV-mm, foi cedida por Chemical Engineering Processes and 
Forest Products Research Center, Faculdade de Farmácia da Universidade de Coimbra. Os 
astrócitos foram obtidos de células gliais fetais imortalizadas também com um mutante do 
SV40. Foram mantidos em cultura celular a 37ºC com 5% CO2, em meio DMEM suplementado 
com 10% SBF, 100 UI/mL Penicilina/Estreptomicina, 2 mM L-Glutamina e 50g/mL 
Gentamicina (GE Hyclone, UK). 
As células primárias (linfócitos T CD4+ e monócitos) foram obtidas a partir de buffy coats 
de dadores saudáveis, cedidos pelo Instituto Português do Sangue. Através do método do 
gradiente de Ficoll foi possível obter as células mononucleadas do sangue periférico (CMSP), 
das quais fazem parte as populações pretendidas. O isolamento de linfócitos T CD4+ e de 
monócitos foi conseguido por separação imunomagnética, tendo sido utilizado para os 
linfócitos T CD4+ o kit CD4+ T Cell Isolation Kit, human (MACS Miltenyi Biotec, Germany) e 
para os monócitos o kit CD14 MicroBeads, human (MACS Miltenyi Biotec, Germany). Os 
linfócitos T CD4+ foram estimulados durante três dias com fitohemaglutinina (PHA, SIGMA, 
USA) que potencia a atividade mitótica e a rápida multiplicação celular dos linfócitos. Após 
estes três dias, foi adicionada IL-2 que estimulou a maturação dos linfócitos T CD4+, 
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favorecendo a expressão do correcetor CCR5 à superfície da célula. Por seu lado, os 
monócitos foram incubados durante três horas com meio RPMI 1640 de modo a permitir a sua 
adesão. Após adesão de 90% dos monócitos, foi adicionado meio RPMI 1640 suplementado 
com 10% SBF, 1% Piruvato de sódio, 1% Penicilina/Estreptomicina, 0,1% de Mercaptoetanol 
(GE Hyclone, UK) e Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF, Immunotools, Germany), 
uma citocina que estimula a diferenciação dos monócitos em macrófagos, de modo a obter 
uma concentração final de 20ng/ml por poço.  
 
3.3. Ensaios de infecciosidade 
 
Nos ensaios de infecciosidade, com duração de 7 dias, foram utilizadas as estirpes HIV-
1UCFL1032 e HIV-2UCFL2074. A figura 5 apresenta uma representação esquemática dos ensaios 











As células dadoras (linfócitos T CD4+ e macrófagos) e as células-alvo (micróglia e 
astrócitos) foram mantidas em mixed cultured (co-cultura que permitem o contacto célula 
dadora-célula alvo) e transwell co-culture (co-cultura em que as células dadoras estão 
separadas por uma barreira física – transwell – das células-alvo). As células foram mantidas 
em duas condições distintas a) co-cultura durante 7 dias, e b) separação da co-cultura 42 
horas após a infeção. 
No dia da infeção, as células dadoras (linfócitos TCD4+, densidade celular por poço em 
placa de 24 poços: 5 x 105; macrófagos, densidade celular por poço em placa de 24 poços: 3 
x 105) foram inoculadas com a mesma quantidade das diferentes estirpes de HIV (1 ng de RT 
Figura 5 - Representação esquemática dos ensaios de infecciosidade. As células dadoras (linfócitos TCD4+e 
macrófagos) e as células-alvo (micróglia e astrócitos) foram mantidas em duas condições diferentes: 1) co-cultura 
durante 7 dias; 2) separadas 42 horas após a infeção. Os linfócitos TCD4+ e os macrófagos foram mantidos em 
mixed culture ou transwell co-culture.  
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de vírus) sendo as placas incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 durante 3 horas, na 
presença de 3 mg/ml de polibrene (SIGMA®, USA). Após este tempo, removeu-se o inóculo e 
as células foram lavadas com tampão fosfato salino (PBS) sem cálcio e magnésio. Por fim, 
procedeu-se à co-cultura com as células-alvo (micróglia e astrócitos, densidade celular por 
poço em placas de 24 poços: 0,5 x 105), mantendo-se as co-culturas a 37ºC com 5% de CO2. 
As co-culturas foram mantidas durante 7 dias em 2 condições: co-cultura das células 
dadoras e células-alvo, e cultura de células-alvo e células dadoras separadas 42 horas após 
a infeção. Em ambas as condições, foram realizadas tomas ao tempo 0, 3, 5 e 7, para posterior 
análise de produção viral.  
Para comprovar a capacidade infeciosa das diferentes estirpes de HIV, foi realizada a 
infeção cis das diferentes populações celulares (controlos positivos), assim como a cultura 
destas diferentes populações não-infetadas (controlo negativo).  
 
3.3.1. Quantificação da atividade da RT 
 
A produção viral foi quantificada recorrendo à quantificação da atividade da RT, utilizandoo 
Lenti RT Activity Kit, de acordo com as instruções do fabricante. O procedimento é constituído 
por dois passos, a síntese de DNA e a quantificação de DNA. A mistura reacional contém um 
molde de RNA, um primer e um nucleótido (BrdUTP) e é adicionada à amostra a analisar. Se 
existir transcriptase reversa na amostra, esta irá sintetizar uma cadeia de DNA. É depois 
adicionado um anticorpo -BrdU conjugado com uma fosfatase alcalina (ALP) que se liga à 
dupla cadeia de DNA/RNA. O produto é finalmente quantificado pela adição de um substrato 
colorimétrico da ALP, através de análise espetrofotométrica a 405 nm no Infinite M200 
(TECAN, Switzerland). A atividade da ALP será proporcional à atividade da RT. 
 
3.3.2. Extração de DNA 
 
Nas amostras em que não ocorreu infeção produtiva, foi realizada a técnica de nested-
PCR. Para isso, procedeu-se à extração de DNA para compreender se teria havido integração 
do genoma viral no genoma celular. Para a extracção do DNA, foram utilizadas colunas e 
reagentes incluídos no QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, UK), tendo sido seguidas as 
instruções do fabricante. Excecionalmente, foram realizadas duas eluições de forma a otimizar 
a quantidade de DNA extraído. 
O DNA extraído foi quantificado através da absorvância a 260nm no espectrofotómetro 
NanoDropTM 1000 Spectrophotometer V3.7 (Thermo Fisher Scientific Wilmington, DE 19810 
USA). Os valores foram controlados pela razão de absorvância 260/280nm, indicativa do grau 
de pureza do DNA obtido, em que a absorvância a 280 nm quantifica a presença de proteínas. 
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3.3.3. Amplificação da região genómica LTR de HIV-1 e HIV-2 
 
Após a extração e quantificação do DNA das células que não apresentavam uma infeção 
produtiva, foi realizada a amplificação do material genético pela técnica de nested-PCR da 
região LTR do HIV, tendo sido utilizado o sistema Phusion High-Fidelity PCR Master Mix com 
concentração de primers de 1,5μl.  
Para determinar se o genoma do vírus estava integrado no genoma celular, realizou-se um 
primeiro PCR (primers externos) para amplificar a sequência de DNA entre o LTR do HIV e o 
elemento cromossomal Alu, que se encontra intercalado ao longo do genoma humano. 
Seguiu-se um segundo PCR (primers internos), em que a partir do produto do primeiro PCR, 
se amplificou uma parte da região genómica LTR, de maneira a aumentar a especificidade da 
reação. Desta forma, não só se deteta a presença da região LTR, como se assegura que essa 
região e o restante genoma proviral se encontram integrados no DNA celular. 
As misturas e condições de amplificação encontram-se descritas nas tabelas 3 e 4. 
Tabela 3 - Primers para amplificação por PCR do LTR do HIV-1. 
Primer Localização no genomaA (pb) Sequência 5’ - 3’ 
AluE - tcc cag cta ctg ggg agg ctg agg 
1LTR1E 516-540 agg caa gct tta ttg agg ctt aag c 
1LTR2I 45-71 ctg tgg atc tac cac aca caa ggc tac 
1LTR3I 411-436 gct gct tat atg tag cat ctg agg gc 
A - posição na sequência genómica completa do HIV-1 HXB2 (número de acesso: K03455) 
E - primer externo 
I - primer interno 
 
 





Mistura de reação Condições da reação 







Primer F (10 µM) – 1,5 µl 
Primer R (10 µM) – 1,5 µl 
Phusion Master Mix – 10 µl 
DNA – 7 µl 
 
1 ciclo 
94ºC, 10 min 
40 ciclos 
94ºC, 40 seg 
53ºC, 30 seg 
72ºC, 40 seg 
1 ciclo 
72ºC, 10 min 
  2º PCR  
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Primer F (10 µM) – 1,5 µl 
Primer R (10 µM) – 1,5 µl 
Phusion Master Mix – 10 µl 
DNA – 7 µl 
dH2O – 30 µl 
1 ciclo 
94ºC, 10 min 
40 ciclos 
94ºC, 40 seg 
53ºC, 30 seg 
72ºC, 40 seg 
1 ciclo 
72ºC, 10 min 
 
Os produtos da amplificação foram visualizados em gel de agarose a 1%, com adição de 
Greensafe (NZYTech, Portugal) para permitir a sua visualização sob luz ultravioleta. O 
marcador de peso molecular utilizado foi o Φx174 RFDNA/HaeIII Fragments (ThermoFisher 
Scientific, EUA), permitindo comparar com o tamanho dos fragmentos de DNA presentes nas 
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4.1. Ensaios de infecciosidade 
 
Os ensaios de infecciosidade realizados tiveram como objetivo comparar a capacidade de 
diferentes células dadoras (linfócitos T CD4+ e macrófagos), após infeção cis com diferentes 
estirpes de HIV-1 e HIV-2, disseminarem essa infeção para as células-alvo, pertencentes a 
linhas celulares que mimetizam as células do sistema nervoso central (CHME-3, micróglia; 
SGV-mm, astrócitos). Averiguámos ainda se seria necessário o contacto direto entre células 
dadoras e células-alvo para que ocorresse propagação da infeção.  
 
4.1.1. Células dadoras: linfócitos T CD4+ 
 
4.1.1.1. Co-cultura células-dadoras e células-alvo durante 7 dias 
 
Nos ensaios em que mantivemos em co-cultura as células-dadoras e as céulas-alvo 
durante 7 dias, pretendia-se averiguar se era necessário a manutenção de co-cultura para 
que ocorresse propagação da infeção para as células do SNC. 
 
Quando as células-dadoras e as células-alvo foram mantidas em co-cultura durante 7 dias, 
foi possível detectar uma maior actividade da RT na mixed-culture quando comparada com a 
transwell co-culture, tanto em microglia como em astrócitos infetados com a estirpe HIV-
2UCFL2074.   
Quando comparamos a infeção cis das várias populações celulares, é possível perceber 
que a replicação viral é maior em células da micróglia e astrócitos quando comparados com 
os linfócitos T CD4+ (controlo positivo do ensaio). 
 
Figura 6 - Infeção trans de micróglia e astrócitos por linfócitos T CD4+ infetados, nas condições de mixed 
culture e transwell co-culture. 
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De um modo semelhante ao ensaio com a estirpe HIV-2UCFL2074, também os ensaios com a 
estirpe HIV-1UCFL1032 (figura 7), permitiram detetar uma maior atividade da RT quando as 
células se encontravam em mixed culture, comparativamente às células colocadas em 
transwell co-culture.  
No entanto, e contrariamente ao que se observou na infeção com a estirpe HIV-2UCFL2074, 
não se detetou replicação viral nas células de micróglia nem nos astrócitos, quando infetados 
em cis com a estirpe HIV-1UCFL1032. 
 
4.1.2. Co-cultura de células-dadoras e células-alvo com separação 42 horas 
após infeção 
 
Tendo em conta que um ciclo de replicação viral demora, em média, 24 horas a estar 
concluído, com a formação de novas partículas virais (89), era importante perceber se um 
contacto de 42 horas entre células seria o suficiente para permitir a propagação da infeção.  
Relativamente ao ensaio com a estirpe HIV-2UCFL2074, quando as células dadoras e as 
células-alvo foram separadas 42 horas após a infeção (figura 8), verificámos que a atividade 
da RT era superior nas células provenientes da mixed culture do que das células em transwell 
co-culture, o que parece indicar que o contacto célula-célula facilita a transmissão do HIV. 
Figura 7 - Infeção trans de micróglia e astrócitos por linfócitos T CD4+ infetados, nas condições de mixed 
culture e transwell co-culture. 
Figura 8 - Infeção trans de micróglia e astrócitos por linfócitos T CD4+ infetados, nas condições de mixed 
culture e transwell co-culture, com separação das diferentes populações celulares 42 horas após a infeção. 
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Foi também possível observar que a replicação viral nas várias populações celulares 
(linfócitos T CD4+, micróglia e astrócitos) separadas da mixed culture era maior do que das 
mesmas células infetadas em cis.  
Quanto às células separadas da transwell co-culture, observou-se também uma maior 
replicação viral nestas condições do que quando as células eram infetadas em cis. No entanto, 
este fenómeno só ocorreu para linfócitos T CD4+ e astrócitos, não se tendo verificado nas 
células de micróglia.  
De modo semelhante ao estudo realizado com a estirpe HIV-2UCFL2074, também o HIV-
1UCFL1032 se replica mais eficientemente em linfócitos T CD4+, micróglia e astrócitos separados 
de mixed culture quando comparado com as mesmas células separadas de transwell co-
culture (figura 9). 
Contudo, neste ensaio, não foi possível detetar replicação viral em micróglia nem em 
astrócitos infetados em cis pelo HIV-1UCFL1032. No entanto quando estas células foram 
mantidas em co-cultura com as células-dadoras TCD4+ e depois separadas, verificámos que 
existia replicação viral. 
 
4.1.3. Células dadoras: MDM 
 
Em ensaios anteriores, em que foram utilizadas as mesmas estirpes virais e se procedeu 
à infeção cis dos macrófagos, foi possível detetar infeção produtiva nos mesmos. No entanto, 
ao realizarmos os ensaios de infecciosidade em trans, verificámos que a infeção dos 
macrófagos em cis não ocorreu com nenhuma das estirpes testadas. Consequentemente, a 
ausência de um controlo positivo, impediu-nos de validar os ensaios realizados, não estando, 
por isso, aqui contemplados para discussão e análise. 
 
4.2. Amplificação da região genómica LTR de HIV-1  
 
O facto de não termos detetado replicação viral em algumas condições dos ensaios de 
infecciosidade, levou-nos a considerar a hipótese de que estas células funcionariam como 
Figura 9 - Infeção trans de micróglia e astrócitos por linfócitos T CD4+ infetados, nas condições de mixed 
culture e transwell co-culture, com separação das diferentes populações celulares 42 horas após a infeção. 
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possíveis reservatórios virais. Como tal, averiguamos se teria ocorrido integração do genoma 
viral no genoma celular, tendo recorrido para isso primeiro à amplificação da região Alu-LTR, 
seguida da região LTR-LTR, pela técnica de nested-PCR. Desta forma, não só se deteta a 
presença da região LTR, como é assegurada que essa região (e, portanto, o resto do genoma 
proviral) se encontra integrada no DNA celular.  
Os produtos de PCR obtidos foram visualizados sob luz ultravioleta, após integração do 
reagente Greensafe diretamente no gel de agarose a 1%. O marcador molecular aplicado no 
gel de agarose foi Φx174 RF DNA/HaeIII Fragments (ThermoFisher Scientific, EUA) no 
sentido de identificar a banda correspondente ao fragmento amplificado pretendido, 

















Como se pode verificar na figura 10, referente à amostra do ensaio de infecciosidade em 
cis de microglia (poço 2), quando comparado com o controlo positivo é possível afirmar que a 
estirpe HIV-1UCFL1032 integrou o genoma proviral no DNA da célula-alvo com sucesso.  
 
 
Figura 10 - Fotografia do gel de agarose a 1% resultante da amplificação dos produtos de PCR, do 
fragmento com 391 pb da região LTR, das amostras de DNA proviral extraído de CHME-3 infetadas pela 
estirpe HIV-1UCFL1032. 1 – Marcador de peso molecular (Φx174 RFDNA/HaeIII Fragments, ThermoFisher Scientific, 
EUA); 2 – CHME-3 infetadas em cis pela estirpe HIV-1UCFL1032.; 3 – Controlo positivo; 4 – Controlo negativo. 
1 2 3 4 
391 pb 
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No caso do PCR realizado com DNA proveniente de astrócitos infetados em cis pela estirpe 
HIV-1UCFL1032 (figura 11), não foi possível amplificar o fragmento de 391 pb correspondente ao 
fragmento de DNA proviral. As bandas visíveis na figura 11 (poço 2) correspondem à 










Figura 11 - Fotografia do gel de agarose a 1% resultante da amplificação dos produtos de PCR, do 
fragmento com 391 pb da região LTR, das amostras de DNA proviral extraído de SGV-mm infetados pela 
estirpe HIV-1UCFL1032. 1 – Marcador de peso molecular (Φx174 RFDNA/HaeIII Fragments, ThermoFisher Scientific, 
EUA), 2 – SGV-mm infetadas em cis pela estirpe HIV-1UCFL1032; 3 – Controlo positivo; 4 – Controlo negativo. 
1 2 3 4 
391 pb 
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Face aos resultados obtidos, foi possível verificar que existe uma diferença significativa 
entre capacidade infecciosa da estirpe de HIV-2UCFL2074 e a de HIV-1UCFL1032 no que diz respeito 
à infeção cis das células do SNC, sendo claro que apenas o HIV-2UCFL2074 consegue infetar 
diretamente estas células. Tendo em conta a menor capacidade atribuída ao HIV-2 de infetar 
linfócitos T CD4+ (12,13), seria de esperar que algo semelhante acontecesse ao nível da 
infeção de micróglia e astrócitos, uma vez que as células de micróglia apresentam uma baixa 
expressão do recetor CD4+ e os astrócitos são células CD4+ negativas. Contudo, esses não 
foram os resultados obtidos, podendo estes demonstrar a possibilidade da existência de um 
mecanismo ou capacidade diferente do HIV-2 infetar diretamente outras células, 
nomeadamente células do SNC, quando comparado com a capacidade infecciosa do HIV-1. 
No que diz respeito às condições utilizadas para compreender se a infeção das células 
cerebrais ocorreria mais facilmente através do contacto célula-célula, os resultados indicam 
que este contacto permite uma maior propagação da infeção, originando uma maior replicação 
viral nas células provenientes dos poços em que se tinha utilizado a mixed culture, 
comparativamente às células provenientes de transwell co-culture, sendo os resultados 
válidos para ambas as estirpes testadas. 
Outro resultado importante observado nos ensaios com a estirpe HIV-2UCFL2074, foram as 
diferenças existentes ao nível da atividade da RT entre a infeção direta das células (infeção 
cis) e a infeção em trans (nas condições de mixed culture ou de transwell co-culture). No 
primeiro caso, foi detetada uma maior replicação viral em linfócitos T CD4+, micróglia e 
astrócitos que estiveram em mixed culture e foram separados 42 horas após a infeção em 
comparação com a infeção cis das mesmas células. No caso dos ensaios em que as células 
estiveram em transwell co-culture e foram separadas 42 horas após a infeção, verificou-se 
uma maior replicação viral em linfócitos T CD4+ e astrócitos, mas não em micróglia, quando 
comparado com a infeção cis das mesmas células. Estes resultados podem levar a considerar 
a possibilidade da existência de fatores solúveis provenientes da co-cultura que parecem ter 
potenciado a infeção dos astrócitos.  
Nos ensaios com a estirpe HIV-1UCFL1032, em que também se separaram as células 
provenientes de mixed culture e transwell co-culture 42 horas após a infeção, os resultados 
obtidos demonstram que não ocorreu disseminação da infeção para as células-alvo 
separadas da transwell co-culture, mas que a mesma ocorreu quando foram separadas da 
mixed culture. 
Estes dois resultados parecem querer indicar que as células de micróglia são células que 
necessitam de um contacto célula-célula para que ocorra propagação da infeção nas mesmas, 
ao contrário dos astrócitos, que parecem ser capazes de propagar a infeção mesmo que exista 
uma barreira física entre a célula dadora e a célula-alvo. Estas diferenças podem querer 
indicar a existência de mecanismos diferentes na infeção destas linhas celulares, que podem 
também acontecer in vivo. 
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Relativamente aos resultados obtidos na amplificação da região genómica LTR das células 
em que não foi detetada replicação viral, foi possível identificar a ocorrência de integração 
viral nas células de micróglia infetadas em cis pela estirpe HIV-1UCFL1032. No caso dos 
astrócitos onde não se detetou replicação viral, os resultados obtidos no PCR não permitem 
validar a existência de uma integração viral no genoma celular da célula-alvo. Tendo em conta 
estes resultados, foi possível considerar que as células de micróglia infetadas diretamente 
pela estirpe HIV-1UCFL1032 funcionavam como um reservatório viral, uma vez que ocorreu 
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Apesar dos constantes avanços científicos e tecnológicos ao longo dos tempos, a infeção 
pelo HIV permanece ainda um problema de saúde pública. Mesmo já existindo terapêuticas 
capazes de impedir a replicação viral, com diminuição da carga viral no sangue dos indivíduos 
infetados bem como o aumento da sobrevivência dos mesmos, ainda existem muitas 
comorbilidades associadas à infeção (60–62). Dentro dessas comorbilidades, encontram-se 
as doenças neurodegenerativas associadas ao HIV que podem ter implicações importantes 
na vida dos indivíduos infetados, não só a nível físico e psicológico, mas também ao nível 
social (59,60).    
Um dos principais problemas que limita a capacidade das terapêuticas em diminuir a 
incidência deste tipo de comorbilidades prende-se com a capacidade de penetração da 
mesma através da BHE. Quando a penetração é baixa ou a terapêutica não atinge níveis 
suficientes para suprimir a replicação viral, os doentes continuam a apresentar sintomas e 
complicações neurológicas (64). Na terapêutica antirretroviral atual, a sua capacidade de 
penetração através da BHE é variável, sendo que em estadios mais avançados da doença 
em que existe um maior comprometimento da BHE, a penetração da terapêutica aumenta. 
A neuroinvasão pelo HIV continua a ser alvo de muitos estudos, uma vez que a infeção 
das células do SNC, nomeadamente, de micróglia e astrócitos, é possível in vivo tendo já sido 
descrita por alguns investigadores (69,77,79). Outros estudos revelaram também uma menor 
utilização do recetor CD4+ pelo HIV para entrar nas células do parênquima cerebral, levando 
a crer numa adaptação por parte do vírus a células que apresentam menor ou nenhuma 
quantidade deste recetor, como é o caso da micróglia e dos astrócitos (66,67).  
Tendo em conta os resultados obtidos, tanto nos ensaios de infecciosidade como nos de 
amplificação da região LTR, é possível tirar algumas conclusões, nomeadamente no que diz 
respeito às condições necessárias para que ocorresse disseminação da infeção.  
Foi possível perceber que, com ambas as estirpes, a disseminação da infeção foi superior 
quando as células foram mantidas em co-cultura durante algum tempo, permitindo um 
contacto célula-célula que parece ser facilitador da passagem das partículas virais para as 
células-alvo. Também foi possível verificar que a estirpe HIV-2UCFL2074 foi capaz de infetar 
diretamente as células de micróglia e astrócitos, ao contrário da estirpe HIV-1UCFL1032, levando 
a crer que os subtipos virais podem disseminar a infeção de modos diferentes. Estes 
resultados podem indicar uma melhor adaptação do HIV-2 à infeção fora da corrente 
sanguínea e do sistema linfático, com uma melhor capacidade infecciosa no microambiente 
do parênquima cerebral e em células que expressem pouca ou nenhuma quantidade do 
recetor CD4+.  
O facto de termos obtido pouca ou nenhuma replicação viral em micróglia e astrócitos 
infetados em cis pela estirpe HIV-1UCFL1032, mas termos obtido integração do genoma viral nas 
células de micróglia, pode significar que estamos perante infeções não produtivas de HIV, 
evidenciando a possível existência de mecanismos ainda não totalmente compreendidos 
Infeção trans de microglia e astrócitos por estirpes primárias de HIV-1 e HIV-2 
  
Ana Catarina Costa Lopes                                                                                                                                 41 
 
pelos quais as células de micróglia, e possivelmente também astrócitos, podem funcionar 
como reservatórios virais. 
Apesar do empenho e investimento existentes em melhor compreender os mecanismos de 
infeção utilizados pelo HIV ao nível do SNC, ainda existem muitas opções a ser exploradas 
de modo a que seja possível minorar as necessidades dos indivíduos afetados com 
neurodegeneração associada ao HIV, especialmente no que diz respeito a novidades 
terapêuticas capazes de diminuir a propagação e replicação viral no SNC. Assim, com base 
nos resultados obtidos será necessário a realização de estudos adicionais que permitam 
avaliar aspetos não abordados nestes ensaios, nomeadamente no que diz respeito às 
capacidades de macrófagos infetados propagarem a infeção para células do SNC. Do mesmo 
modo, seria interessante testar a hipótese de reservatório viral das células de micróglia 
infetadas em cis pela estirpe HIV-1UCFL1032, realizando uma co-cultura com outras células-alvo, 
permitindo averiguar se ocorreria propagação da infeção a partir de micróglia que não 
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